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論文内容の要旨 
【序論】 
糖尿病はインスリン作用不足に基づく慢性高血糖状態を主徴とする代謝疾患群である。International Diabetes Federation
の統計によると、世界では 2015 年における糖尿病人口が約 4 億 1,500 万人、成人（20-79 歳）人口の 9%を占めていた。
2040 年には約 6 億 4,200 万人、10%にまで増加すると予測されている。糖尿病の合併症である大血管障害 (動脈硬化)が進
行し、虚血性心疾患、脳血管疾患、末梢動脈疾患（PAD）といった重篤な疾患を引き起こすことが懸念されている。この
動脈硬化の発症や進展の原因として血管における酸化ストレスの亢進が挙げられるが、その発生機序は十分に解明されて
いるとはいえない。 
Statin は、3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A（HMG-CoA）還元酵素を特異的に阻害し、low-density lipoprotein（LDL）
コレステロールを低下させ、冠動脈疾患のリスクを減少することが知られている。加えて statin は、LDL コレステロール
低下作用では説明のつかない多面的効果（pleiotropic effects）を有することが知られている。その効果によって動脈硬化
性疾患の発症や進展の抑制を示す報告があるが、その機序の解明には至っていない。一方、近年 statin によって糖尿病の
新規発症のリスクが増加するとの報告があり、statin が血糖値を悪化させる可能性が示唆されている。また、血糖値を悪
化させる機序の一つとしてインスリン感受性を高めるアディポネクチン（Ad）が関与している可能性が示唆されている。
しかし、糖尿病を発症した患者の血糖コントロールおよび血中 Ad 濃度に対する statin の影響は、未だ明らかにされてい
ない。そこで、本研究では以下に示す 2 点について検討を行った。 
 
1. 2 型糖尿病モデルラット大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生増加機序の解明と pravastatin 慢性投与の効果 
 
2. 高 LDL コレステロール血症を伴う 2 型糖尿病患者の血糖コントロールならびに血中 Ad 濃度に与える statin の影響 
 
【本論】 
第一章 2 型糖尿病モデルラット大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生増加機序の解明と pravastatin 慢性投与の効 
果 
 
1. 背景と目的 
糖尿病による慢性高血糖やそれに伴う代謝異常は、動脈硬化性疾患である PAD、特に下肢の PAD を引き起こす。また、
間欠性跛行を伴う PAD 患者では 5 年生存率が低いことが知られている。糖尿病では、酸化ストレスの亢進によって血管
内皮が障害され動脈硬化が引き起こされると考えられている。また、高血糖状態によって促進される終末糖化産物（AGEs）
の生成の増加および蓄積やミトコンドリア由来のスーパーオキシド産生の増加が酸化ストレスの亢進に重要な働きをし
ていると考えられている。実際、2 型糖尿病モデルラットの大動脈における AGEs の蓄積と酸化ストレスマーカーの増加
が認められている。また、2 型糖尿病モデルラットの心臓および大動脈においてミトコンドリア由来の活性酸素種（ROS）
が増加していたとの報告もある。しかし、糖尿病において PAD を起こしやすい大腿動脈を用いた酸化ストレスに関する
報告はほとんどなく、酸化ストレスの亢進やその機序について不明な点が多い。 
Statin は、前述のとおり LDL コレステロール低下作用以外に pleiotropic effects を有することが知られている。実際、statin
が PAD 患者に対して症状の改善や進展を抑制するとの報告があり、この改善効果は pleiotropic effects によるものである
ことが示唆されている。しかし、その改善効果の機序は未だ不明である。そこで本章では、2 型糖尿病モデルラットの大
腿動脈を用いて、糖尿病におけるスーパーオキシドの産生増加とその機序について検討した。さらに、statin の一種であ
る pravastatin の慢性投与による効果を検討した。 
 
2. 2 型糖尿病モデルラットの血糖値および脂質 
 本研究では、ヒト 2 型糖尿病モデル動物として 28 週齢の雄性 Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty（OLETF）ラットを用
いて実験を行った。対照群には同起源で糖尿病を発症しない同週齢の Long-Evans Tokushima Otsuka（LETO）ラットを用
いた。また、OLETF ラットに対する pravastatin の効果を検討するため、pravastatin 100 mg/kg/day を 20 週齢から 8 週間自
由飲水投与した。28 週齢における OLETF ラットは LETO ラットに比べ、体重、血糖値、HbA1c、血清インスリン値およ
びインスリン抵抗性の指標である homeostasis model assessment of the insulin 
resistance（HOMA-IR）が有意に増加しており、肥満 2 型糖尿病の病態を示
していた。また、OLETF ラットの LDL コレステロール値は LETO ラットと
比較して有意な差は認められなかったものの、その他の脂質代謝マーカーは
有意に増加しており、脂質代謝異常を引き起こしていた。一方、pravastatin
の慢性投与は、OLETF ラットの血糖値を低下させたが、その他の測定値に
変化は認められなかった。 
 
3. 大腿動脈におけるスーパーオキシド産生の評価と機序の解明 
大腿動脈におけるスーパーオキシド産生の評価には、発光試薬 L-012 を
用いた化学発光法およびジヒドロエチジウムを用いた蛍光染色法を用いて
行った。大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生は、LETO ラットに比べ
OLETF ラットにおいて有意に増加していた（Fig. 1）。続いてスーパーオキ
シド産生が増加していた OLETF ラットの大腿動脈に、ミトコンドリア呼吸
鎖複合体 II 阻害薬 thenoyltrifluoroacetone（TTFA）を添加すると、大腿動脈
におけるスーパーオキシドの産生が有意に減少した（Fig. 2）。また、大腿動
脈摘出時に採血した血清を用いて AGEs の中でも毒性が強いとされるグリ
セルアルデヒド由来 AGEs（Glycer-AGEs）を ELISA 法にて測定した。その
結果、OLETF ラットは、LETO ラットに比べ血清 Glycer-AGEs 値が有意に
増加していた。さらに、pravastatin を投与した OLETF ラットの大腿動脈に
Glycer-AGEs を添加するとスーパーオキシドの産生が有意に増加し、TTFA 
 
 
 
Fig. 1 Superoxide Production in Femoral Arteries 
of LETO, OLETF, and Pravastatin-treated OLETF 
(OLETF + PVS) Rats.  
(A) Chemiluminescence intensity of the 
superoxide-sensitive dye L-012. Data are shown as 
mean ± SEM, n = 4. **p < 0.01 vs. LETO, §§p < 0.01 
vs. OLETF. (B) Fluorescence intensity of 
superoxide-sensitive dye dihydroethidium. Data are 
mean ± SEM, n = 5. *p < 0.05 vs. LETO. 
 との同時添加によってその増加が抑制された（Fig. 3）。以上の結果から高血糖状態で増加した Glycer-AGEs が細胞内の
ミトコンドリア呼吸鎖複合体 II を活性化することで 2 型糖尿病の大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生を増加させ
ることが示唆された。 
 
4. スーパーオキシド産生に対する pravastatin の慢性投与の効果 
 Pravastatin の慢性投与は、OLETF ラット大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生増加を有意に抑制した（Fig. 1）。続
いて OLETF ラット大腿動脈に TTFA を添加した結果、OLETF ラットではスーパーオキシドの産生が抑制されたものの
pravastatin を投与した OLETF ラットではスーパーオキシドの産生に影響が認められなかった（Fig. 2）。また、OLETF ラ
ットにおいて増加していた血清 Glycer-AGEs 値は、pravastatin の投与によって有意に減少した。さらに pravastatin を投与
した OLETF ラットの大腿動脈に Glycer-AGEs を添加することにより増加したスーパーオキシドの産生が TTFA の同時添
加によって抑制された（Fig. 3）。以上のことから pravastatin は、血清 Glycer-AGEs 値を低下させることによって細胞内の
ミトコンドリア呼吸鎖複合体 II 由来のスーパーオキシド産生を減少し 2 型糖尿病の大腿動脈におけるスーパーオキシド
の産生増加を抑制することが示唆された。 
 
第二章 高 LDL コレステロール血症を伴う 2 型糖尿病患者の血糖コントロールならびに血中 Ad 濃度に与える statin の 
影響 
 
1. 背景と目的 
糖尿病は、心血管疾患発症の独立したリスク因子であり、糖尿病患者に対して脂質異常症の治療を積極的に行うことが
推奨されている。そのため、statin は臨床現場において脂質異常症を伴う糖尿病患者に対して頻繁に処方されている。一
方、statin の使用は、糖尿病の新規発症のリスクを増加させることが知られており、statin が糖代謝を悪化させる可能性が
指摘されている。しかし、2 型糖尿病をすでに発症した患者の血糖コントロールに対する影響は未だ意見が分かれるとこ
ろである。 
Ad は、脂肪細胞から分泌されるアディポカインの一種でありインスリンの感受性を促進させる。Statin は脂肪細胞へ
の分化・成熟を抑制し Ad の産生を抑制するとの報告があり、statin が糖代謝を悪化させる機序の一つとして考えられて
いる。しかし、statin が 2 型糖尿病患者の血中 Ad 濃度に与える影響は、血糖コントロールと同様に議論の分かれるとこ
ろである。そこで本章では、高 LDL コレステロール血症を伴う 2 型糖尿病患者の血糖コントロールおよび血中 Ad 濃度
に与える影響を検証した。 
 
 
 
Fig. 3 Effects of Glycer-AGEs with and without 
Thenoyltrifluoroacetone (TTFA) on Superoxide 
Production in Femoral Arteries of 
Pravastatin-treated OLETF (OLETF + PVS) Rats. 
Fluorescence intensity of superoxide-sensitive dye 
dihydroethidium. OLETF rats administered the 
vehicle were used as control. Data are mean ± 
SEM, n = 3. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. vehicle, §p < 
0.05 vs. Glycer-AGEs. 
Fig. 2 Effects of Thenoyltrifluoroacetone 
(TTFA) on Superoxide Production in Femoral 
Arteries of OLETF, and Pravastatin-treated 
OLETF (OLETF + PVS) Rats.  
Fluorescence intensity of superoxide-sensitive 
dye dihydroethidium. OLETF rats administered 
the vehicle were used as control. Data are mean 
± SEM, n = 6. **p < 0.01 vs. vehicle.  
2. 試験方法 
 対象患者は、2011 年 9 月から 2017 年 2 月に名古屋市立大学病院内分泌・糖尿病内科外来を受診した血糖コントロール
が安定している 2 型糖尿病患者で同意の得られた患者とした。また、対象患者のうち、statin が初めて投与され、statin の
服用を 12 週間以上服用できた患者を statin 投与群とし、日本動脈硬化学会編纂の動脈硬化性疾患予防ガイドライン 2012
における LDL コレステロール管理目標値を満たしており、statin が投与されず同意取得後 12 週以上観察できた患者を対
照群とした。本研究の主要評価項目は血中高分子量 Ad 濃度、随時血糖値および HbA1c 値の変化率とした。副次的評価
項目は血中総 Ad 濃度、総コレステロール値、中性脂肪値、LDL コレステロール値および HDL コレステロール値の変化
率とした。交烙因子として、年齢、body mass index（BMI）、および服用中の糖尿病治療薬とした。血中総および高分子
量 Ad 濃度の測定は、ELISA 法にて測定した。なお、本研究は名古屋市立大学医学研究科倫理審査委員会の承認内容に準
拠し実施した。 
 
3. 試験開始時の登録患者の特徴 
登録患者は、対照群が 24 名 [平均年齢 67（64、66、74）、男性 14 例、女性 10 例]、statin 投与群が 24 名 [平均年齢 62
（57、62、71）歳、男性 10 例、女性 14 例]であった。Statin 投与群において投与された statin の内訳は、pravastatin が最
も多く 15 例、次いで fluvastatin と rosuvastatin が各 4 例、atorvastatin が 1 例であった。また、試験開始時における statin
投与群は、対照群と比べ総および LDL コレステロール値が有意に高かったものの血糖値、HbA1c 値、血中総および高分
子量 Ad 濃度、年齢、BMI、中性脂肪および HDL コレステロール値に有意な変化は認められなかった。 
 
4. 2 型糖尿病患者の血糖コントロールおよび血中 Ad 濃度に対する statin の影響 
 試験開始時から観察期間終了時における対照群および statin 投与群の各マーカーの変化率を比較した結果、対照群と比
べ statin 投与群において総および LDL コレステロール値の変化率が有意に低下した。しかし、糖代謝マーカーである血
糖値および HbA1c 値の変化率に両群の間で有意な変化は認められなかった。また、血中総および高分子量 Ad 濃度の変
化率においても両群の間で有意な変化は認められなかった。以上のことから statin の投与は、2 型糖尿病患者に対して血
糖コントロールおよび血中 Ad 濃度の変化率に影響を与えないことが示唆された。 
 
5. 2 型糖尿病患者の血糖コントロールおよび血中 Ad 濃度に対する pravastatin の影響 
本研究の中で最も多く投与されていた pravastatin（15 症例）の血糖コントロールおよび血中 Ad 濃度に対する影響を検
討した。また、pravastatin の影響をより明確にするため対照群と同性で年齢が ± 5 歳以内、HbA1c ± 0.5 以内の条件でマ
ッチングさせペアを作成し解析を行った結果、11 例のペア（男性 4 例、女性 7 例）が抽出された。マッチング後の pravastatin
投与群は、statin 投与群と同様にマッチング後の対照群に比べ総および LDL コレステロール値の変化率が有意に減少し、
血糖値および HbA1c 値の変化率では両群の間で有意な変化は認められなかった 。一方、血中 Ad 濃度は、総 Ad 濃度の
変化率において両群の間に有意な変化が認められなかったものの、高分子量 Ad 濃度の変化率ではマッチング後の対照群
に比べ有意に減少した（5.6% vs -19.0%, p = 0.023）。以上のことから pravastatin は、2 型糖尿病患者に対して血糖コント
ロールには影響を与えないものの、血中高分子量 Ad 濃度を低下させる可能性が示唆された。 
 
【総括】 
1. 2 型糖尿病では高血糖状態により血清中に増加した Glycer-AGEs がミトコンドリア呼吸鎖複合体 II に作用し PAD の
好発部位である大腿動脈においてスーパーオキシドの産生を増加することが示唆された。また、pravastatin は血清
Glycer-AGEs 値を低下させることによって大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生増加を抑制することが示唆さ
れた。 
 
2. 2 型糖尿病患者に pravastatin を投与するとインスリン感受性を増加する血中高分子量 Ad 濃度を低下させる可能性が
示唆された。そのため、2 型糖尿病患者に pravastatin を継続的に投与する場合には、血糖コントロールの悪化に注視
し使用しなければならないことが示唆された。 
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論文審査の結果の要旨 
 糖尿病は、動脈硬化性疾患である虚血性心疾患、脳血管疾患、末梢動脈疾患のリスク因子の一つであることが知られて
いる。この動脈硬化を引き起こす要因として高血糖状態による血管における生体内活性酸素種（ROS）の産生増加が関与
していると考えられている。しかし、血管における ROS の産生増加機序は詳細には解明されていない。また、statin は、
LDL コレステロール低下作用の他に多面的な作用も有していることが知られているが血管障害に対する効果は詳細には
明らかとされていない。本研究では、2 型糖尿病モデルラットの大腿動脈を用いての ROS の一種であるスーパーオキシ
ドの産生増加とその機序について検討した。また、statin の一種である pravastatin を 2 型糖尿病モデルラットに投与しそ
の効果を検討した。結果、2 型糖尿病モデルラット大腿動脈においてスーパーオキシドの産生が増加していることが明ら
かとなった。また、その機序として終末糖化産物（AGEs）の一種であるグリセルアルデヒド由来 AGEs（Glycer-AGEs）
が、ミトコンドリア呼吸鎖複合体 II に作用しスーパーオキシドの産生増加を引き起こすことが示唆された。さらに、
pravastatin は、血清 Glycer-AGEs 値を低下させることで大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生増加を抑制させること
が示唆された。これらの結果は、糖尿病合併症である大血管血管障害を引き起こす機序ならびに pravasitatin の多面的作
用の一端を明らにするものである。 
一方、statin は、糖尿病発症のリスクの増加ならびに血糖値を増加させる可能性が指摘されており、その機序の一つと
してアディポネクチンが関与していると考えられている。本研究では、高 LDL コレステール血症を伴う 2 型糖尿病患者
に statin を投与し血糖コントロールおよび血中アディポネクチン濃度に対する影響を検討した。その結果、pravastatin を
服用した高 LDL コレステロール血症を有する 2 型糖尿病患者では、高 LDL コレステロール血症を伴わない 2 型糖尿病患
者と比べ、血糖コントロールの指標である血糖値および HbA1c 値の変化率に違いが認められなかったもののアディポネ
クチンの中で最もインスリン感受性を増加させるとされる血中高分子量アディポネクチン濃度の変化率が有意に減少し
た。このことから pravastatin は、2 型糖尿病患者の血中高分子量アディポネクチン濃度を減少させる可能性が示唆された。
そのため継続的に pravastatin が投与されている 2 型糖尿病患者では、インスリン抵抗性の増悪に伴う血糖値の変動に注意
が必要となる可能性が示唆された。 
上記の様に 2 型糖尿病における血管障害およびアディポネクチンに対する statin の作用を検討し、臨床においても利用
価値のある成果を見出した。また、博士学位論文の精査ならびに口頭諮問の結果から最終試験に合格した。よって本研究
者は博士（薬科学）の学位を得る資格があることを認める。 
